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(57) Abstract: The invention essentially relates to the production of less immunogenic immunoglobulins by means of genetic engi- 
neering and, more specifically, to a monoclonal antibody recognising antigens which contain ganglioside N-glycolyl-GM3 but not 
other N-glycolyl- or N-acetyl-type gangliosides nor sulphated glycolipids. In particular, the invention relates to peptide sequences 
encoding a recombinant monoclonal antibody against ganglioside N-glycolyl-GM3 or derivative fragments of same. The invention 
further relates to pharmaceutical compositions containing the aforementioned antibody or fragments thereof and to the diagnostic or 
therapeutic use of same for breast cancer and melanoma. 



^5 (57) Resumen: La presente invenci6n se relaciona fundamentalmente con la producci6n de inmunoglobulinas menos inmunog^ni- 
cas por la via de la ingenieria gen6tica, y mas especfficamente con un anticuerpo monoclonal que reconoce antigenos que contienen 
el gangli6sido N-glicolil GM3 y no otros gangli6sidos del tipo N-glicolil o N-acetil, ni a los glicolipidos sulfatados. Mas especifica- 
mente la presente invenci6n se relaciona con las secuencias peptfdicas que codifican un anticuerpo monoclonal recombinante contra 
el ganli6sido n-glicolil GM3, o fragmentos derivados del mismo y composiciones farmac^uticas conteniendo dicho anticuerpo o sus 
fragmentos y su uso tanto diagnostico o terap6utico en c^cer de mama y melanoma. 
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ANTICUERPOS RECOMBINANTES Y FRAGMENTOS QUE RECONOCEN EL 
GANGLIOSIDO N-GLICOLIL GM3 Y SU USO PARA DIAGNOSTICO Y TRATAMiENTO DE 
TUMORES. 
Sector tecnico. 

5 La presents invenclon se relaciona fundamentalmente con la Inmunologfa y en particular con 
la obtencion de inmunoglobulinas menos inmunogSnicas por la vfa de la ingenlerfa gen6tica 
para su uso en el tratannlento del cancer. Mas especfficamente la presente invenci6n se 
relaciona con las secuencias peptidicas que codifican un anticuerpo monoclonal 
recombinante o fragmentos derivados del mismo que reconocen especfficamente antigenos 
ID que contienen el gangliosido N-glicolil GM3 y no otros gangli6sidos del tipo N-glicolil o N- 
acetil, ni a los glicoHpldos sulfatados. 
Tdcnica anterior. 

Los gangliosidos son glicoesfingolfpidos que contienen ^cido si§lico y que estan presentes 
en las membranes plasmaticas de vertebrados (Stults CLM y cols. Methods Enzymology 

15 179:167-214, 1989). Algunas de estas mol§culas han sido reportadas en la literatura como 
antigenos asociados a tumores o marcadores tumorales (Hakamori SH: Curr Opin Immunol 
3:646-653, 1991), por lo que se ha descrito el uso de anticuerpos antl-gangliosidos como 
utiles en el diagnostico y terapeutica del cancer (Hougton AN y cols. PNAS USA 82:1242- 
1246. 1985; Zhang S y cols. Int J Cancer 73:42-49, 1997). Los acidos sialicos mas 

20 comuhmente encontrados en c6lulas de animales son el N-acetil (NAc) y el N-glicolil (NGc) 
(Corfield AP y col. Cell Biol Monogr 10:5-50, 1982). En general el NGc no esta expresado en 
tejidos normales de humanos y polios, pero est^i ampliamente distribuido en otros 
vertebrados (Leeden RW y cols. Biological Role of Sialic Acid. Rosemberg A and 
Shengtmnd CL (Eds). Plenum Press, New York, 1-48, 1976, Kawai T y cols. Cancer 

25 Research 51:1242-1246, 2001). Sin embargo, reportes de la literatura muestran que 
anticuerpos anti-NGc reconocen algunos tumores humanos y Kneas de c§lulas tumorales 
(Higashi H y cols. Jpn J. Cancer Res. 79:952-956, 1988, Fukui Y y cols. Biochem Biophys 
Res Commun 160:1149-1154, 1989). Se ha encontrado adem^s un incremento de los 
niveles del gangli6sido GM3 (NGc) en cancer de mama humane (Marquina G y cols. Cancer 

30 Research 56:5165-5171, 1996), lo que hace francamente atractivo el uso de esta mol6cula 
como bianco para la terapia del cancer. 

La solicitud de patente EP 0972782 A1 describe el anticuerpo monoclonal murine 14F7, 
producido por el hibridoma depositado segOn el tratado de Budapest bajo el nOmero de 
acceso ECACC 98101901. Este anticuerpo monoclonal tiene isotipo IgGI y fue generado a 
35 partir de la inmunizacion de ratones Balb/c con el gangli6sido NGcGM3 conjugado 
hidrof6bicamente con lipoprotefnas de baja densidad (VLDL) y en presencia de adyuvante de 
Freund, dicho anticuerpo se une preferentemente al gangliosido NGcGM3, y reconoce un 
antigeno expresado en tumores humanos de mama y melanoma (Carr A y col, Hybridoma 
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19:3:241-247, 2000). Este anticuerpo mostro una fuerte actividad citolitica sobre celulas 
portadoras de dicha secuencia, propiedad que podrfa convertirio en un arma terap6utica. 
Por otra parte es conocido que la neovascularizaclon Inducida por los tumores constituye uno 
de los parametros fundamentales en el control del crecimiento tumoral, lo cual ha dirigido las 
5 investigaciones hacia la busqueda de nuevas amnas terapeuticas relacionadas con la 
Inhibicion del proceso angiogenico. Existen evidencias experimentales del efecto del 
anticuerpo 14F7 sobre este proceso, dichas evidencias se han encontrado en ensayos con 
matrigel (Angiogenesis. Vol. 4. Pags. 1 13-121, 2001; Anti-Cancer Res. Vol.18, Pags.783-790. 
1998). El matrigel es una mezcia de protefnas constituyentes de la membrana basal y de la 

10 matriz extracelular que rodea a las celulas endoteliales. Su utilidad en el estudio del proceso 
de neovascularizaci6n radica en la importancia fisiologica de las interacciones endotelio- 
matriz durante el desarrollo de una nueva vasculatura. Igualmente componentes de este gel, 
como la laminina, se consideran marcadores importantes en este proceso. 
En el estudio de los mecanismos relacionados con la angiogenesis inducida por el tumor 

15 tambien ha sido muy utilizado este tipo de modelo, permitiendo evaluar farmacos capaces de 
modular los eventos relacionados directamente con el tumor para, de esta forma, influir en su 
crecimiento y metastasis. 

El uso de anticuerpos monoclonales no-humanos, tales como el 14F7 murine, tiene ciertas 
desventajas para tratamiento de humanos, particularmente en un esquema terapeutico 

20 repetitive. Por ejempio, los anticuerpos monoclonales murines tienen un tiempo de vida 
media en sangre relativamente corto, ademas de que pierden importantes propiedades 
inmunol6gicas como son las funciones efectoras cuando son usados en humanos. 
Y lo que podrfa resultar de mayor importancia, los anticuerpos monoclonales murines 
contienen considerables secuencias de aminoacides que resultan inmunogenicas cuando son 

25 inyectadas a humanos. Numerosos estudies han mostrado que, despues de la 
administracion de un anticuerpo extrano, la respuesta inmune preducida en el paciente puede 
ser considerablemente fuerte y eliminar sustancialmente la utilidad terap§utica del anticuerpo 
despu§s de un tratamiento inicial. M^s aun, despu6s de administrar tratamiento a un 
paciente con un anticuerpo monoclonal murine, tratamientos ulteriores con anticuerpos 

30 murines no-relacionados podrfan no ser efectivos e incluso peligresos 

debido a la reactividad cruzada conecida come respuesta HAMA (Khazaeli, M.B., y cols. 
Journal of Immunotherapy 15: 42-52, 1994). 

Mateo y celaboradores. (Patente Americana No. US 5 712 120) describen un procedimiento 
para la reduccion de la inmunogenicidad de los anticuerpos murines. El anticuerpo 
35 modificado por el metodo descrito por Mateo y celaboradores (Mateo C y cols. Hybridoma 
19:6:463-471, 2000), retiene la capacidad de reconecimiente y union al antfgeno del 
anticuerpo original y resulta menos inmunog6nico, lo cual incrementa su utilidad terapeutica. 
Mediante este procedimiento se logra, con un pequeno nCimero de mutaciones, obtener 



wo 2004/094477 PCT/CU2004/000006 

3 

anticuerpos modificados que muestran una reducdon de la inmunogenicidad al ser 
comparados con el anticuerpo quimerico. 

De lo antes expuesto se infiere la necesldad de obtencion de versiones de los anticuerpos 
terap§uticos, que sean nnenos inmunogenicos en humanos, que se obtengan de fomia 
5 sencilla y economica y que resulten adecuados para la fabricacion de fonmulaciones 
terapeuticas u otros usos. 

Tambien es conocido que el uso de fragmentos de anticuerpos ha sido muy Citil en el 
inmuno-diagnostico de enfermedades. Ira Pastan entre otros (Solicitud de Patente Europea 
EP 0796334 Al) describe la construccion de fragmentos de tipo Fv de cadena sencilla 
10 usando las regiones variables de anticuerpos que reconocen especificamente el 
carbohidrato relacionado con el antfgeno Lewis Y. BasSndose en dichos fragmentos, 
desarrolla un metodo para detectar c6lulas portadoras de dicho antigeno, tambien aporta 
evidencias del efecto inhibidor que estos fragmentos ejercen sobre celulas portadoras del 
antigeno. 

15 El conocimiento del sitio de uni6n del anticuerpo monoclonal 14F7 resulta interesante desde 
el punto de vista practice y teorico. por el potencial de dicho anticuerpo en la inmunoterapia 
de diversas enfermedades. Souriau, C y cols, en Expert Opin. Biol. Ther. 1, 845-855, 2001 y 
Chester, K. A., y cols, en Dis. Markers. 16, 53-62, 2000, muestran que el uso de fragmentos 
de anticuerpos del tipo scFv podria resultar de gran utilidad terap6utica aprovechando sus 

20 propiedades farmacol6gicas tales como una mejor penetracion en el tejido tumoral. 

La construcci6n de mini-bibliotecas de fragmentos de anticuerpo expuestos sobre fagos 
filamentosos a partir de hibridomas, permite la selecci6n de moleculas con capacidad de 
reconocimiento especffico del antigeno dentro de este repertorio. El objetivo es la obtenci6n 
r^ipida de fragmentos de anticuerpos que combinan el reconocimiento del anticuerpo original 

25 con un menor tamano molecular y la capacidad de ser producidos por un hospedero 
bacteriano. Esta tdcnica permite descartar las mCiltiples variantes de fragmentos de 
anticuerpo no funcionales o imposibles de producir en bacterias que se obtienen durante el 
aislamiento y la manipulacion de los genes de las regiones variables de un hibridoma por 
tecnicas convencionales de clonacion (Roovers, R. C. Y cols. Br. J. Cancer. 78, 1407-1416, 

30 1998). 

La tecnologia de presentaci6n de fragmentos de anticuerpo en fagos filamentosos ofrece 
una oportunidad Cinica para acceder al sitio de union de un anticuerpo, asf como para 
introducir modificaciones en el mismo con el objetivo de mejorar afinldad (Chames, P. y cols. 
J. Immunol. 161, 5421-5429, 1998, Lamminmaki, U y cols. J. Mol. Biol. 291, 589-602, 1999, 
35 Parhami-Seren y cols. J. Immunol. Methods. 259, 43-53, 2002) o modular su especificidad 
(Iba, Y. y cols. Prot Engn., 11, 361-370,1998. Miyazaki. C. y cols. Prot. Engn. 12, 407-415, 
1999, Darveau, R. P. y cols. J. Clin. Immunoassay. 15, 25-29, 1992). 
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La expresion de fragmentos de anticuerpos en fagos filamentosos permite el intercambio 
de cadenas (Lantto. J. y cols. Methods MoL Biol. 178, 303-316, 2002). es decir la 
comblnacion de diferentes VLs, con la VH original del anticuerpo o viceversa lo cual hace 
posible estudiar el papel que juega cada una de las cadenas en el reconocimlento del 
5 antfgeno y su influencia en la afinidad del anticuerpo (Kabat, E. A., Wu, T. T., J. Immunol. 
147, 1709-1719, 1991. Barbas (11, C. F., Lemer, R. A. iVIethods: A companion to Methods in 
Enzymoiogy 2, 119-124,1991). El intercambio de cadenas permite modificar las propiedades 
del sitio de union y tambien combinar secuencias de inmunoglobulinas provenientes de 
diferentes especies, y seleccionar aquellas variantes que conserven la especificidad de 

10 reconocimiento. (Klimka, A. Y cols. Br. J. Cancer. 83, 252-260, 2000, Steinberger, P. y cols., 
J. Biol. Chem. 275,36073-36078, 2000, Rader, C. y cols. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
95.8910-8915, 1998, Beiboer. S. W. H. y cols. J. Mol. Biol. 296,833-849, 2000). 
La presente invencion se refiere a un anticuerpo modificado derivado del anticuerpo murine 
14F7, el cual reconoce el antfgeno original con igual afinidad y resulta menos inmunogenico 

15 cuando es administrado a pacientes. Otro hallazgo de (a presente invencion ha sido la 
obtencion de fragmentos derivados de dicho anticuerpo que comprenden regiones variables 
de cadena ligera diferentes de la original, pero retienen sus propiedades en lo que concieme 
a especificidad, afinidad, y reconocimiento, y pueden ser expresados por un hospedero 
bacteriano tanto en forma de mol§culas solubles como presentadas en la superficie de fagos 

20 filamentosos. Los fragmentos derivados del anticuerpo 14F7 son utiles como armas 
terapeuticas. Adicionalmente la expresion de fragmentos del tipo scFv del anticuerpo 14F7 
sobre la superficie del un fago filamentoso Ml 3 permite manipular su sitio de union y obtener 
variantes de mayor afinidad con fines terapeuticos. Es otro objetivo de la presente invencion 
la caracterizaci6n de fragmentos del anticuerpo que solo conservan parcialmente la 

25 secuencia del 14F7, pero retiene sus propiedades en lo que concieme a especificidad, 
afinidad, y reconocimiento. 

Tanto el anticuerpo modificado como los fragmentos obtenidos, reconocen especfficamente 
c^lulas tumorales que expresan el antigeno NGcGM3, lo cual permite que pueda ser usado 
en el diagn6stico o terapia de dichos tumores y tienen como ventaja sobre el anticuerpo 

30 murine del cual se originaron, que resultan menos inmunog§nicos. 

Son objetos de la presente invencion nuevas composiciones farmaceuticas las cuales 
comprenden el anticuerpo modificado 14F7 o sus fragmentos Fv de cadena sencilla, donde 
dicho anticuerpo o fragmento puede estar enlazado a un isotopo radiactivo Qtii en la 
localizaci6n o tratamiento de tumores que expresen el antigeno. 

35 Es tambiSn objeto de la presente invenci6n un metodo para el rad!oinmunodiagn6stico o 
radioinmunoterapia de tumores que expresen el ganglidsido NGcGM3, donde sean 
utilizadas las composiciones farmaceuticas que comprenden el anticuerpo modificado 14F7 
6 sus fragmentos unldos a un is6topo radioactivo. 
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Descripcion detallada de la invencion. 

En la presente invencion se describe un anticuerpo quim§rico derivado del anticuerpo 
monoclonal murino 14F7 producido por el hibridoma con nOmero de deposito ECACC 
98101901, caracterizado porque las secuencias de las regiones hipervariables (CDRs) de 
5 las cadenas pesada y ligera son: 
CADENA PESADA 
CDR1:SYWIH 

CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD 
CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY 
lO CADENA LIGERA 

CDR1: RASQSISNNLH 
CDR2: YASQSIS 
CDR3: QQSNRWPLT 

Prefeiiblemente dicho anticuerpo quim^rico estei caracterizado porque las secuencias de las 
15 regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera son: 
CADENA PESADA 

FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT 
FR2: WLKQRPDQGLEWIG 

FR3: KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR 
20 FR4: WGQGTTVTVSS 



CADENA LIGERA 

FR1: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC 
FR2: WYQQRTHESPRLLIK 
25 FRS: GIPSRFSGSGSGTDFTLSIISVETEDFGMYFC 
FR4: FGAGTKLELKRA 

Y m^s preferible aOn, el anticuerpo quim6rico esta caracterizado porque contiene la regi6n 
constante de cadena pesada lgG1 humana y la regi6n constante de cadena ligera Ck 
humana. 

30 En una representacidn preferible, la presente invenci6n se refiere a un anticuerpo 
modificado derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7 producido por el hibridoma con 
nOmero de deposito ECACC 98101901, caracterizado porque las regiones de los marcos de 
las cadenas pesada y ligera contienen cualquiera de las siguientes mutaciones: 
CADENA PESADA : 

35 Posici6n 5: Q por V 
Posicion 9: N por A 
Posici6n 11: L por V 
Posici6n 12: A por R 
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Posicion 18: MporV 
Posicion 19: KporR 
Posicion 20: M por V 
Posicion 38: K por R 
5 Posicion 40: R por A 
Posicion 42: D por G 
Posicion 48: I por V 
CADENA LIGERA : 
Posicion 39: R por K 
lO Posicion 40: T por P 
Posici6n 41 : H por G 
Posicion 42: E por Q 
Posici6n 58: I por V 

Preferiblemente. dicho anticuerpo modfrficado esta caracterizado porque contiene la region 
15 constants de cadena pesada lgG1 humana y la region constante de cadena llgera Ck 
humana. 

En otro aspecto de la presente invencidn se refiere a fragmentos del tipo Fv de cadena 
sencilla derivados del anticuerpo 14F7 que comprenden la secuencia de la region variable 
de la cadena pesada obtenida a partir del liibridoma (dep6sito ECACC 98101901), y 

20 conservan la especiflcidad de reconocimiento del 14F7. 

Preferiblemente, dichos fragmentos Fv incluyen regiones variables de cadena llgera 
provenientes de ratones o humanos no inmunizados, diferentes de la region variable de 
cadena llgera produclda por el citado hibridoma, que permiten su producclon por un 
hospedero bacteriano en forma de fragmentos de anticuerpo presentados sobre fagos 

25 filamentosos o moleculas solubles. 

La presente Invencion tambi6n se relaciona con las Ifneas celulares que expresan los 
anticuerpos quimerico y humanlzado, y los clones bacterianos que producen los fragmentos 
derivados del 14F7, 

AdemSs, la p resente i nvenci6n se relaciona con las composiclones fanmaceuticas para el 
30 tratamiento y/o locallzaci6n e Identificaclon de tumores malignos de mama, melanomas, sus 
metastasis y recidivas, caracterizadas porque contlenen uno de los anticuerpos 
monoclonales recombinantes o sus fragmentos descritos en la presente invencion, asf como 
un excipiente apropiado para su aplicaci6n. DIcho anticuerpo o fragmento podria estar unido 
a un Isotopo radioactive, Otil en la localizaclon y/o terapia de los tumores malignos. 
35 Por ultimo la presente invencion se relaciona con el uso de los anticuerpos recombinantes 
descritos, para su uso en la fabricacion de una composlcl6n farmaceutica Otil en el 
tratamiento y/o localizacion e Identificacl6n de tumores malignos 
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La descripcion detallada de como llevar a cabo y utilizar la presente invencion se 
realizia a cx)ntinuaci6n: 

1. Sintesis de ADNc y amplificacion por la RCP (Reaccion en Cadena de la 
Polimerasa) de las regiones variables del anticuerpo murino 14F7. 

5 El anticuerpo murino 14F7 fue obtenido por inmunizacion de ratones Balb/c con el 
gangli6sido GM3 (NeuGc) conjugado hfdrofdbicamente con lipoproteinas de baja densidad y 
en presencia del adjuvante de Freund (EP 0972782 A1, Carr A y cols. Hybridoma 19:3:241- 
247, 2000). El ARN se obtiene de 10® celulas del hibridoma productor del anticuerpo 
monoclonal 14F7 (AcM murino, lgG1, que reconoce a! gangliosido NGcGMS, utilizando el 
ID metodo de extraccion del TRIZOL (GIBCO BRL, NY), de acuerdo a I as i nstrucciones d el 
fabricante. 

La sintesis del ADN complementario (ADNc) y la amplificacion de las regiones variables VH 
y VL se realizan utilizando el juego de reactivos Access RT-PCR (Promega, USA) segOn las 
recomendaciones del fabricante. Brevemente, la reacci6n se realiza a partir de 5 |jg de ARN 

15 en presencia de 25 pmoles del oligonucle6tido dT disenado para hibrldar en la cola polyA del 
ARN, y de los oIigonucle6tidos con-espondientes a los extremes de cada region variable, VH 
y VK. Se incuba 10 min a 60°C y posteriormente se le afiade una mezcia que contiene 0.2 
mM de cada deoxinucleotido (dNTPs), 1 mM MgS04, 5 u de AMV-Transcriptasa Reversa y 5 
u de ADN Polimerasa en buffer de reaccion, para un volumen total de 50 |jL. Se incuban las 

20 muestras 45 min a 48°C, 2 min a 94°C, y posteriormente son sometidas a 40 ciclos de RCP 
con temperatures de 94^C (30 seg), 60°C (1 min), 68°C (2 min), con una incubacl6n final de 
7 min a 68°C. 

2. Construcci6n de genes quimericos y secuenciacidn del ADNc amplificado. 

Los productos de las RCP de VH y VK son dlgeridos con las enzimas de restriccion Eco RV- 
25 Nhe I, para VH, y Eco RV-Sa/ I para VK, y clonadas en los respectivos vectores de 
expresibn (Coloma MJ y cols. J Immunol Methods 152:89-104, 1992). La region VH es 
clonada en el vector PAH4604 que tiene incluida una region constante IgGI humane y como 
marcador de seleccion et gen de resistencia al L-histidinol. La region VK es clonada en el 
vector PAG4622, el cual porta un gen de resistencia al acido micofenolico y una region 
30 constante kappa humane. Las construcciones geneticas resultantes se nombran 14F7VH- 
PAH4604 y 14F7VK-PAG4622, respectivamente. 

Ambas construcciones son secuenciadas por el metodo de los dideoxinucleotidos (Sanger F 
y cols. PNAS USA 74:5463-5470, 1979) usando el juego de reactivos de secuencia T7 ADN 
Polimerasa (Amershan-Pharmacia) de acuerdo al protocolo descrito por los fabricantes. 
35 3. Expresion del anticuerpo quImSrlco. 

C6lulas NSO son electroporadas con 10 M9 cle 14F7VH-PAH4604 y 10 pg de 14F7VK- 
PAG4622 linealizados con la enzima Pvu I. Los ADNs se precipitan con etanol, se mezclan y 
disuelven en 50 [iL de SSTF (solucion salina tamponade de fosfato). Aproximadamente 10^ 
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celulas se crecen hasta semiconfluencia y se colectan por centrifugacidn, posteriormente 
se resuspenden en 0.5 mL de SSTF junto con el ADN en una cubeta de electroporaci6n. 
Despues de 10 min en hielo las celulas son sometidas a un pulso de 200 V y 960 F, y se 
mantienen en hielo por 1 0 min. Las celulas se cultivan en placas de 96 pozos en medio 
5 selectivo, Dulbecco Modificado (DMEM-F12) con 10% de suero fetal de temera (SFT) y 10 
mM de L-histidinol. Los clones transfectados se hacen visibles a los 10 dias de anadido el 
medio de seleccion. 

La produccion de inmunoglobulina quimerica se detennina por ELISA partiendo del 
sobrenadante de los clones. Para ello se recubren placas de poliestireno (High binding, 

lo Costar) con suero de chivo anti-IgG humane (Sigma) en tampon carbonate bicarbonate 100 
mM, pH 9.8, toda la noche a 4°C. Las mismas se lavan con SSTF-t (solucion salina 
tamponade de fosfato, 0.5% Tween-20, pH 7.5), y se anaden las muestras de sobrenadante 
de cultivo diluidas en SSTF-t-SFT durante una hora a 37°C. Las placas se lavan 
nuevamente con SSTF-t y se incuban con un suero de chivo anti-cadena kappa humana 

15 conjugado a peroxidasa (Jackson), una hora a 37°C. Posteriormente se lavan (as placas de 
igual forma y se incuban con una soluci6n tamp6n citrato-fostato pH 4.2 que contiene el 
sustrato o-fenilendiamina. Despues de 15 min la absorbancia es medida a 492 nm. 
La capacidad de reconoclmiento del antigeno por el anticuerpo quim6rico es verificada por 
un ELISA competitive usando los gangliosidos NGcGMS y NAcGMS. Brevemente, se 

20 recubren placas de poliestireno (Polysorp, Nunc) con 50 |j.L de una solucion a 4 fxg/mL de 
NGcGMS o N AcGMS en metanol y se incuban durante una hora a 37°C. Las mismas se 
bloquean con 200 ^iL de una solucion de seroalbumina bovina (SAB) 1% en tamp6n Tris- 
HCI, pH 7.8-8.0 durante una hora a 37°C. Luego de tres lavados con SSTF, se anaden las 
muestras diluidas en Tris-HCI-SAB 1% en un range de concentraci6n entre 2 ^ig/mL - 0.01 

25 ng/mL en presencia del anticuerpo 14f7 murine biotinilado 1 mg/mL, a 37®C durante 2h. 
Posteriormente se lava con SSTF y se desarrolla la reacci6n con un conjugado 
estreptavidina-peroxidasa (Jackson), a 37^C, 1h, La absorbancia se mide a 492 nm. 
4. Construccidn del Ac humanizado 14F7hT por humanizacion de epitopos T. 
Prediccidn de epitopos T. 

30 Las secuencias de los dominies variables del 14F7 son analizadas con el Programa AMPHI 
(Margalit H y cols. J Immunol 138: 2213-2229, 1987), el cual permite la identificacion de 
segmentos de 7 u 1 1 amInoScidos con una estructura de helice anfipatica, la cual se ha 
relacionado con la Inmunogenicidad T. Estos algoritmos predicen en este case fragmentos 
relacionados con la presentaci6n de epitopos T en las regiones variables de las cadenas 

35 pesada y ligera del anticuerpo monoclonal murine 14F7. 

- Analisis de homologia con inmunoglobulinas humanas. 

Las secuencias de aminoacidos de los dominies variables del 14F7 son comparadas con las 
secuencias de regiones variables de inmunoglobulinas humanas reportadas, para Identificar 
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la inmunoglobulina humane que posea mayor homologfa con la molecula murina sometida 
a analisis. Para ello se puede utilizar la base de datos SWISSPROT disponlble en Internet, a 
traves del programa BLAST (Altschul S F y cols. Nucleic Acids Res 25:3389-3402, 1997). 

- Analisis para ia reduccidn de inmunogenicldad. 

5 La esencia del metodo radica en lograr una reduccion de la inmunogenicldad por la ruptura o 
humanizacfon de (os posibles epitopes T, con un mfnimo de mutaciones en (os FRs, 
especificamente en aquellos segmentos que tienen una estructura de helice anfipatica, 
quedando excluidas aqueHas posiaones invoiucradas con la estructura tridimensional del 
sitio de reconocimiento del antigeno. 

10 Segun el metodo, se comparan las secuencias de las regiones variables de VH y VL de la 
inmunoglobulina murina con la humane mas homdioga y se identifican los residues que 
difieren entre la secuencie murine y la secuencia humena, s6Io en los segmentos anfipaticos 
que quedan dentro de la regi6n de los FRs (Kebet E, Sequences of proteins of inmunologicel 
interest. Fifth Edition, Netional Institute of Heelth, 1991). Estos residuos "murines" seran los 

15 susceptiblesdesermutadosporaquedosquese encuentran en (a mi'sma posici6n en la 
secuencia humane. 

Los residues que se encuentran en las posiciones de los FRs responsables de las 
estructures cenonlces, equellos presentes en la zone de Vemier, o los que perticipan en la 
interacci6n de le interfese VH-VL, no pueden ser mutedos, porque pudieren efecter le 

20 estructure tridimensionel del dominio verieble del enticuerpo y por tento efecter su union el 
entfgeno. informeci6n edicionel sobre le influencie de les sustituciones propuestes sobre le 
estructure tercierie, pueden ser obtenides por modeleje moleculer de les regiones veriebles. 
Dedo que en el enelisis de les muteciones pueden tenerse en cuente elementos teles como 
la presencie de residuos proline en le h§(ice enfipetice o el hecho de que un determmedo 

25 residue murino no aperezce en le misme posicion en le secuencie humena m§s homologe 
pero sea frecuente en otras inmunoglobulinas humenes, es posible obtener una version que 
contenga un maximo de mutaciones, es decir, donde se muten todos los residuos murines 
que difieren de le secuencie humene, pero pueden obtenerse otres versiones con diferentes 
combineciones de muteciones. 

30 Despu6s de identificer sobre le secuencie murine del 14F7 los posibles epitopes T y de 
identificer dentro de estos segmentos los residuos diferentes e los humenos, les 
sustituciones se hecen por les tecnices convencioneles de mutegenesis dirigide. 

- Clonaje y expresidn del anticuerpo humanizado 14F7hT en celulas NSO. 

Une vez obtenides les construcciones genetices correspondientes e les regiones VH y VL 
35 del anticuerpo 14F7hT, por el metodo descrito enteriormente, estas son clonades en los 
respectivos vectores de expresion, de menere similer a la descrita enteriormente en el ceso 
de le construccion del Ac quimerico, obteniendose les construcciones gen6tices siguientes: 
14F7hTVK-PAG4622 y 14F7hTVH-PAH4604. Le trensfeccion de estos genes e les celules 
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NSO es exactamente bajo las mismas condiciones descritas para el anticuerpo 
quimerico. Los clones p roductores del anticuerpo humanizado son detectados Igualmente 
per ELISA. 

La capacidad de reconocimiento especifico del antigeno por el anticuerpo humanizado es 
5 verificada por un ELISA competitivo usando los gangliosidos NGcGM3 y NAcGM3. El 
procedimiento es identico al descrito para el anticuerpo quimerico. 

5. Construccion de bibliotecas de fragmentos de anticuerpo sobre fagos filamentosos 
a partir del hibridoma 14F7. 

Se aisia el ARN mensajero a partir de las celulas del hibridoma 14F7, se sintetiza el ADN 

lo complementario y se amplifican por separado las secuencias correspondientes a las 
regiones variables de cadena pesada y ligera, utilizando dos juegos de oligonucleotidos 
disenados para hibridar con una amplia gama de regiones variables murinas. Las regiones 
variables de cadena pesada amplificadas se purifican, se digieren con las enzimas 
apropiadas y se ligan al vector fagomidio pHG-1m (disenado para la presentacion de 

15 anticuerpos de cadena sencilla sobre la superficie de fagos filamentosos), previamente 
digerido con las mismas enzimas. Los productos de la reaccion de ligamiento se purifican y 
se introducen por electroporaci6n en bacterias de la cepa TG1 de E.co//. Las bacterias 
transformadas conforman una semi-biblioteca de regiones variables de cadena pesada de 
diversidad limitada (provenientes todas del hibridoma 14F7). Se purifica el ADN 

20 correspondiente a esta semi-biblioteca y se liga por separado a colecciones de regiones 
variables de cadena ligera (previamente purificadas y digeridas con las enzimas 
apropiadas). Finalmente se introducen las construcciones geneticas en bacterias de la cepa 
TG1 por electroporacion, para conformar distintos tipos de bibliotecas independientes. Uno 
de ellos es una mini-biblioteca de diversidad limitada construida con las regiones variables 

25 de cadena ligera obtenidas tambi^n de las c§lulas del hibridoma 14F7. Tambien se obtienen 
bibliotecas de intercambio de cadenas, donde las regiones variables de cadena pesada 
provenientes del hibridoma se combinan con colecciones diversas de regiones variables de 
cadena ligera obtenidas a partir de linfocitos murines y humanos. 

6. Aislamiento y caracterizaci6n de clones productores de fragmentos de anticuerpo 
30 contra el N-glicolil GM3. 

Se toman al azar colonias de cada biblioteca para producir fagos a partir de ellas utilizando 
el fago auxiliador M13 K07. Se analiza directamente el reconocimiento del N-glicolil GM3 por 
los fagos portadores de fragmentos de anticuerpo a trav6s de un ensayo inmunoenzfmStico 
en fase solida (ELISA). Se localizan asl clones productores de fragmentos funcionales. Para 
35 obtener una preparacion rica en fragmentos funcionales de anticuerpo y explorar la 
diversidad de las bibliotecas, se producen fagos portadores de fragmentos de anticuerpo a 
partir de la mezcia total de bacterias transformadas que forma cada biblioteca. La mezcia de 
fagos obtenida se pone en contacto con el antigeno N-glicolil GM3 unido a una superficie 



wo 2004/094477 PCT/CU2004/000006 

11 

solida, los fagos portadores de fragmentos de anticuerpo con capacidad de uni6n se 
retienen y el resto se elimina mediante lavados exhaustivos. Los fagos unidos se eluyen por 
un cambio de pH y se multiplican para obtener una nueva mezcia de fagos que sirva de 
material de partida para un nuevo cicio de seleccion sobre el antfgeno. Despues de varios 
5 ciclos de seleccion, se analiza el reconodmiento de los fragmentos de anticuerpo 
presentados sobre fagos a partir de colonias. De este modo se Identifican clones adicionales 
productores de fragmentos funcionales. que se encontraban diluidos en las bibliotecas 
iniciales. 

La caracterizacidn de los fragmentos de anticuerpo producidos por los c lones i nciuye e I 
10 analisis de su especificidad por ELISA frente a un panel de gangliosidos relacionados, el 

estudio del reconodmiento tumoral por inmunohistoquimica, la evaluaci6n de su capacidad 

para ser produddos como fragmentos de anticuerpo solubles funcionales, fuera del contexto 

de su presentadon en fagos, y la secuenciacion complete de sus regiones variables. 

Ejemplos de Realizaci6n. 
15 En los siguientes ejemplos todas las enzimas de restriccion o modificacion utilizadas, asi 

como reactivos y materiales fueron obtenidos de fuentes comerciales a menos que se 

especifique lo contrario. 

EJempIo 1. Obtencion del Anticuerpo Monoclonal Quimerico 14F7. 

La sfntesls del ADNc y la amplificacion por la RCP de las regiones variables murinas VH y 
20 VK se realizo con la enzima Vent Polimerasa utilizando oHgonucle6tidos especificos con 
sitios de restriccion Eco RV-Nhe I para VH, y Eco RV-Sa/ 1 para VK. Los oligonucleotidos 
usados como cebadores fueron los siguientes: 
Para VH: 

Oligonuciebtido 1 (hibrida en el peptide sefial): 
25 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 
Oligonucleotido 2 (hibrida en JH1): 
5' ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 
Para VK: 

Oligonucleotido 1 (hibrida en el peptide senal): 
30 5' ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) ctt gga ctt 3' 
Oligonucleotido 2 (hibrida en VLJ5): 
5' age gtcgac tta cgt ttc age tec age ttg gtc cc 3' 

Los productos de las RCPs de VH y VK fueron digeridos con las enzimas de restricci6n Eco 
Ry-Nhe I, para VH, y Eco RV-Sa/ 1 para VK, y clonados en sus respectivos vectores de 
35 expresion, PAH4604 y PAG4622, para VH y VK respectivamente. Estos vectores son 
usados para la expresion de inmunoglobulinas en c61ulas superiores y fueron donados por 
Sherie Morrison (UCLA, California, USA). El vector PAH4604 tiene incluida la region 
constante humane lgG1, y el PAG4622, una region constante kappa humane. (Coloma J y 
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cxdIs. J Immunol Methods 152:89-104, 1992). Una vez clonadas las regiones VH y VK del 
14F7 en los vectores anteriores, se fonmaron las constoicxilones 14F7VH-PAH4604 y 
14F7VK-PAG4622. 

Doce clones independlentes fueron secuenciados por el metodo de los dideoxinucIe6tidos 
5 (Sanger F et al, DNA sequencing with chain-temiinating inhibitors. PNAS USA 
1979;74:5463-5470) usando el kit de secuencia T7 ADN Pollmerasa (Amershan-Phanrnacia) 
de acuerdo al protocolo descrito por los fabricantes. Las secuencias de VH y VK tienen alta 
relacion con el subgrupo IIB y V, respectivamente, (Figuras 1 A y B) segun la clasificacion de 
Kabat (Kabat E, Sequences of proteins of inmunological interest, Fifth Edition, National 

lo Institute of Health. 1 991 ). 

Celulas NSO fueron electroporadas con 10 pg de 14F7VH-PAH4604 y 10 pg de 14F7VK- 
PAG4622 linealizados con la enzima Pvu I. Los ADNs fueron precipitados con etanol, 
mezclados y disueltos en 50 pL de SSTF. Aproximadamente 10^ celulas crecidas hasta 
semiconfluencia, fueron colectadas por centrifugacion y resuspendidas en 0.5 mL de SSTF 

15 junto con el ADN en una cubeta de electroporacion. Despues de 10 min en hielo las celulas 
fueron sometidas a un pulso de 200 V y 960 F e incubadas en hielo por 10 nlin. Las celulas 
se cultivaron en placas de 96 pozos en medio selective, Dulbecco Modificado (DMEM-F12) 
con 10% de SFT y 10 mM de L-histidinol. Los clones transfectados se hacen visibles a los 
10 dfas de anadido el medio de seleccion. 

20 La produccion de inmunoglobulina quim§rica se determina por ELISA partiendo del 
sobrenadante de los clones. Para ello se recubren placas de poliestireno (High binding, 
Costar) con suero de chivo anti-IgG humane (Sigma) en tamp6n carbonate bicarbonate 100 
mM, pH 9.8, toda la noche a 4°C. Las mismas se lavan con SSTF-t (soluci6n salina 
tamponada de fosfate, 0.5% Tween-20, pH 7.5), y se anaden las muestras de sobrenadante 

25 de cultivo diluidas en SSTF-t-SFT durante una hora a 37°C. Las placas se lavan 
nuevamente con SSTF-t y se incuban con un suero de chive anti-cadena kappa humana 
conjugado a peroxidasa (Jackson), una hora a 37°C. Posteriermente se lavan las placas de 
igual forma y se incuban con una soluci6n tamp6n citrato-f estate pH 4.2 que contiene el 
sustrato o-fenilendiamina. Despues de 15 min la absorbancia es medida a 492 nm. 

30 Ejempio 2. Reactividad del anticuerpo 14F7Q frente a los gangli6sldos NGcGMS y 
NAcGMS. 

Se determine la reactividad del anticuerpo (Ac) quim§rice del 14F7 per medio de un ELISA 
competitive. En la Figura 2 se muestra la especificldad del 14F7 quimerico cemparado con 
el 14F7 murine, en el reconocimiento de placas de poliestireno (Polysorp, Nunc) recubiertas 
35 con el gangli6side GM3 N-glico!ilade. Ambos Acs muestran a cencentraciones similares un 
50% de inhibicion del reconocimiento del Ac 14F7 murine biotinilade al antigeno. Mientras 
que no se observe inmunoreactividad al recubrir las placas con la variante N-acetilada del 
GM3 para ninguno de los anticuerpos. Se us6 come Ac irrelevante el AcM murine lor-C5. 
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Ejempio 3. Obtencion de diferentes versiones del anticuerpo humanizado. 

Las secuencias de VH y VK del 14F7 fueron comparadas con una base de datos de 
secuencias humanas, obteniendose la secuencia humana de mayor homoiogfa con el 
5 anticuerpo 14F7, para la regi6n VH y VK (Fig 1A y B). En ambas secuencias se 
determlnaron ademSs las regiones anfipaticas o potenciales epitopes T. Posteriomnente se 
detemninaron las mutaciones necesarias para convertir las secuencias de VH y VK murinas 
en humanizadas, siguiendo este metodo de humanizacion de epitopes T. Senalamos a 
continuacion el maximo de mutaciones posibles que pueden realizarse. 

lO En el case de la regi6n VH se introdujeron mutaciones en las posiciones 5, 9, 1 1, 12, 18, 19. 
20, 38, 40, 42 y 48, donde se sustituyeron los aminoScidos Q, N, L, A, M, K, M, K, R, D y I, 
por V, A, V, V, V, R, V, R, A, G y V, respectivamente. Estas mutaciones se realizaron por 
sobrelapamientos de los productos de la RCP (Kamman M y cols. Nucleic Acids Research 
17:5404-5410, 1989), usando los oligonucleotidos 1 y 2, y los 3 y 4, en las primeras RCPs, y 

15 el resultado de las mismas se sobrelap6 en otra RCP usando solo los oligonucle6tidos 2 y 4. 
Las secuencias de los oligonucleotidos usados se muestran a continuacion: 
Oligonucleotidos para las mutaciones 5, 9, 11 y 12, de la cadena pesada: 
Oligonucleotido 1 : 5' gtc cag ctt gtg cag tct ggg get gaa gtg gta aaa cct ggg 3' 
Oligonucleotide 2: 5' ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 

20 Oligonucleotido 3: 5* ccc agg ttt tac cac ttc age ccc aga ctg cac aag ctg gac 3' 
Oligonucleotido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 
Una vez secuenciadas y verificadas las anteriores mutaciones, a los ADNs que portaban las 
mismas se les introdujo en las posiciones 18, 19 y 20 otras mutaciones, sustituyendo los 
aminoacidos M, K, M por V, R, V, respectivamente. 

25 A continuacion se muestran los oligonucleotidos 1 y 2, y los 3 y 4, descritos para dichas 
mutaciones. El sobrelapamiento de los productos de las RCPs se hizo de la misma manera 
descrita anteriormente. 

Oligonucle6tidos para las mutaciones 18, 19 y 20 de la cadena pesada: 
Oligonucledtldo 1 : 5' ggg gcc tea gtg agg gtg tec tgc agg 3' 

30 Oligonucledtido 2: 5' ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 
Oligonucleotido 3: 5' cct gca gga cac cct cac tga ggc ccc 3' 
Oligonucleotido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 
De igual manera, una vez secuenciadas y verificadas las anteriores mutaciones. a los ADNs 
que portaban las mismas se les introdujo en las posiciones 38, 40 y 42 las mutaciones R, A 

35 y G» Que sustituyen los aminoacidos K, R y D, respectivamente. 

A continuacion se muestran los oligonucleotidos 1 y 2, y los 3 y 4, descritos para estas 
mutaciones. Ei sobrelapamiento de los productos de las RCP se hIzo de la misma manera 
descrita anteriormente. 
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Oligonucleotidos para las mutaciones 38, 40 y 42 de la cadena pesada: 

Oligonucleotido 1 : 5' cac tgg tta aga cag gca cct ggc cag ggt ctg 3' 

Oligonucle6tido 2: 5' ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 

Oligonucleotido 3: 5' cag acc ctg gcc agg tgc ctg tct taa cca gtg 3' 
5 Oligonucleotido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 

Por ultimo, luego de verificar por secuencia las mutaciones anteriores, a fos ADNs que 

portaban las mismas se les introdujo una mutacion en la poslcion 48, sustituyendo el 

aminoacido I por V. A continuacion se muestran los oligonucleotidos 1 y 2, y los 3 y 4. 

utilizados en esta mutacidn. El sobrelapamiento de los productos de las RCPs se hizo de la 
10 misma manera descrita anteriormente. 

Oligonucleotidos para la mutacion 48 de la cadena pesada: 

Oligonucleotido 1 : 5' ctg gaa tgg gtt gga tac att 3' 

Oligonucleotido 2: 5' ggg gctagc tga gga gac ggt gac cgt ggt 3' 

Oligonucleotido 3: 5' aat gta tec aac cca ttc cag 3' 
15 Ofigonucledtido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gaa agg cac tgg ate ttt etc ttc ctg 3' 

Todas estas mutaciones fueron verificadas por secuencia. La construccion genStica 

obtenida se denomino 14F7hTVH. 

En el caso de la cadena pesada hay aminocicidos diferentes entre la cadena VH14F7 y la 
humana mas parecida que no se realizaron porque estas sustituciones involucrarian 
20 aminoacidos de la zona de Vernier o son posiciones claves en el reconocimiento del 
antfgeno. 

Para la cadena ligera, se realizaron mutaciones en las posiciones 39, 40, 41, 42 y 58, 
sustituyendo R, T, H, E, I, por K, P, G, Q, y V respectivamente. Las mutaciones fueron 
introducidas de la misma manera que en la cadena pesada; a continuacion se describen las 

25 secuencias de los oligonucleotidos utilizados. 

Oligonucleotidos para las mutaciones 39, 40, 41, y 42 de la cadena ligera. 
Oligonucleotido 1 : 5* tat caa caa aaa cca ggt cag tct cca agg 3' 
Oligonucledtido 2: 5' age gtcgae tta cgt ttc age tec age ttg gtc cc 3' 
Oligonucle6tido 3: 5' cct tgg aga ctg acc tgg ttt ttg ttg ata 3' 

30 Oligonucleotido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) ett gga ctt 3' 
Luego de verificar por secuencia las mutaciones anteriores, se procedio a introdueir una 
mutacion en la posicion 58 a los ADNs que portaban las mismas, sustituyendo el 
aminoacido I por V. A continuacion se muestran los oligonucleotidos 1 y 2, y los 3 y 4, que 
se utilizaron para dicha mutacion. El sobrelapamiento de los productos de las RCPs se 

35 realizo de la misma manera descrita anteriormente. 

Oligonucle6tidos para la mutacl6n 58 de la cadena ligera: 
Oligonucledtido 1 : 5' att tct ggg gtc cec tec agg 3' 
Oligonuele6tido 2: 5' age gtcgae tta cgt ttc age tee age ttg gtc cc 3' 
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Oligonucleotido 3: 5' cx:t gga ggg gac ccc aga aat 3' 

OHgonucle6tido 4: 5' ggg gatatc cacc atg gt(at) t(tc)c (ta)ca cct cag (at)t(ac) ctt gga ctt 3' 
Una vez realizada esta mutacion, la misma fue verificada por secuencia. 
La constmccion gen§tica resultante se denomino 14F7hTVK. 
5 Las regiones VK y VH humanizadas fueron clonadas en los vectores PAG4622 y PAH4604. 
formando las constaicciones 14F7hTVH-PAH4604 y 14F7hWK-PAG4622, respectivamente. 
Celulas NSO fueron electroporadas con 10 pg de cada uno de los vectores que portaban las 
regiones variables humanizadas, 14F7hTVH-PAH4604 y 14F7hTVK-PAG4622. previamente 
linealizados por digestion con Pvu I. El proceso de electroporaclon y deteccion de los clones 
lO que expresaban el anticuerpo humanizado 14F7hT fue identico al descrito para el anticuerpo 
quim6rico. 

Ejemplo 4: Efecto del Ac 14F7 sobre la disminucion del crecimlento tumoral en un 
modelo de induccion de angiogenesis tumoral in vivo. 

Como modelo de angiogenesis in vivo se uso la llnea tumoral (melanoma B16) mezclada 

15 con matrigel como inductor de la angiogenesis. 

Con la implantaci6n subcutanea de la Imea tumoral (B16) con matrigel en la linea media 
ventral de ratones machos C57/BL6, se midio la jnducci6n del proceso de angiogenesis 
tumoral. Brevemente: Se mezclan c§!ulas de melanoma B16 con 0.5 mL de matrigel y 64 
unidades/mL de heparina, solos, en el grupo control, o en combinacion con los anticuerpos, 

20 para ser administrados por inyeccion subcutanea en la region abdominal de los animates. A 
los 15 dfas de la inoculacion, los animates se sacrifican y se les extraen las perias de geles 
junto con residues de dermis y epidermis y se examina macroscopicamente el tamano del 
tumor. Como se obsen/a en la Figura 3, los tumores de los ratones tratados con el 14F7, 
disminuyen dr^sticamente el tamano de la masa tumoral. 

25 Para distinguir los neovasos se realiza un analisis histopatologico de los geles con tincion 
hematoxilina/eosina, y con inmunotincion con un AcM anti PECAM (marcador endotelial). En 
la Figura 4, A y B, se observe una disminuci6n del nOmero de vasos sangulneos en los 
cortes de tejidos de los animates tratados con el 14F7, al compararios con los cortes 
obtenidos de tumores de animates sin tratamiento. 

30 Ejemplo 5: Construcci6n de bibliotecas de fragmentos de anticuerpo sobre fagos 
filamentosos a partir del hibridoma 14F7. 

Se aislo el ARN mensajero con el reactive TriPure teolation Reagent (Boehringer Mannheim, 
Alemania) a partir de 5.0 x 10® celulas del hibridoma 14F7 y se sintetizo el ADN 
complementario con el juego de reactivos Pro-STAR First Strand RT-PCR kit (Stratagene, 
35 EEUU). Las regiones variables de cadena pesada y ligera provenientes del hibridoma se 
amplificaron mediante 26 ciclos de la reaccion en cadena de la polimerasa, en las 
siguientes condiciones: 50 segundos a 94° C, 1 minuto a 55° C, 1 minuto a 72° C. Para ello 
se utilizaron todas las posibles combinaciones de un juego de oligonucle6tidos degenerados 
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(diseflados para hibridar con una amplia variedad de regiones variables de rat6n), 
que se muestran en la tabia siguiente: 

Oligonucleotidos usados para amplificar VH y VL. Las posiciones degeneradas aparecen 
entre par^ntesis en la secuencia de los o llgonucledtldos. Las secuencias de los sitios de 
5 restriccion aparecen subrayadas. 
5'VH ApaU 

5'... ttc tat tct cac a at aca ca a (gc)ag gt(gt) cag ct(gt) ac(ag) cag tc(at) gga 3* 
5'... ttc tat tct cac a at aca ca a gc(ag) gt(ct) ca(ag) ctg cag cag ct(ct) ggg gc 3' 
5'... ttc tat tct cac a at aca c aa ga(ag) gtg aag ct(gt) (gc)t(gc) gag tct gg(ag) gga 3' 
lO 3' VH Sfi I 

5'... ga acc agt act cca aac eta aaa qgc ca c aga gac agt gac cag agt ccc 3' 

5'... ga acc agt act cca aac eta aaa aac ca a gga gac ggt gac tga ggt tec 3' 

5'... ga acc agt act cca aac eta aaa aac ca a gga gac (gt)gt ga(gc) (ca) gt gga (gc)cc...3' 

5* Vl Sal I 

15 5'...gta etc ca a teg acq aca ttg tg(ca) tg(at) t(ac)c agt etc c... 3' 
5'... gta etc c aa tea acq ata tec aga tga c(ac)c a(ga)a ct(ae) c... 3' 
5'... gta etc c aa tea ac (cg) aaa ttg t(tg)c tea ccc agt etc c... 3' 
3' Vl Not I 

5'... aag gaa aaa aac aac cac ttt (tc)a(tg) (te)tc cag ett ggt... 3' 

20 5'.. .aag gaa aaa a ac qgc egc ttt (tg)a(tg) etc caa ett gt(gt)... 3' 

Las regiones variables de cadena pesada ampliflcadas se purifiearon y se digirieron 
secuenelalmente con las enzlmas de restrieei6n Sfi I y ApaLI. Se purifiearon los productos de 
la digesti6n y se ligaron con el ADN del vector fagomidio pHG-1m (Heber Biotee S.A., Cuba) 
(Figura 5). Con las construceiones geneticas resultantes se transformaron por 

25 eleetroporacion baeterias de la cepa TG1 de E.colL El eonjunto de baeterias transfonmadas 
eonformo una semi-biblioteca de regiones variables de cadena pesada provenientes del 
hibridoma 14F7, eon una talla moderada de 2.3 x 10^ miembros. Se purifico el ADN 
plasmfdieo de la semi-biblioteca y se digirio secuenelalmente eon las enzimas Not I y Sal I. 
Se ligo este ADN por separado eon euatro coleeciones de regiones variables de cadena 

30 ligera, previamente digeridas eon las mismas enzimas. Se transformaron baeterias de la 
cepa TG1 con estas nuevas construceiones geneticas y se obtuvleron euatro biblioteeas 
independientes. Una de ellas era una una mini-biblioteca de diversidad limitada que eontenia 
las regiones variables, tanto de cadena pesada como ligera, provenientes del hibridoma 
14F7, eon un tamano de 1.6 x 10^ individuos. Las otras tres eran biblioteeas de intereambio 

35 de cadenas que incorporaban coleeciones diversas de regiones variables de cadena ligera 
obtenidas previamente a partir de ratones (isotipo kappa) y humanos (isotipos kappa y 
lambda) y sus tallas f ueron 1 .0 x 1 0^, 1 .4 x 1 0®, y 1 .2 x 1 0® miembros respectivamente. 



wo 2004/094477 PCT/CU2004/000006 

17 

Ejempio 6. Aislamiento de clones productores de fragmentos de anticuerpo 
contra el N-gllcolil GM3. 

Se produjeron fagos portadores de fragmentos de anticuerpo a parUr de 92 clones tornados 
al azar de cada blblioteca, en pocillos de placas de microtitulacion, segiin procedimientos ya 
5 descritos (Marks, J. D. y cols. J. Mol. Biol. 222,581-597. 1991). Se evaluo su especificidad 
en un ELISA sobre placas de cloruro de polivinilo (Costar, EEUU) recubiertas con N-glicoiil 
GM3 y N-acetil GM3 a 1pg/ml. Se detectaron los fagos unidos con un anticuerpo 
monoclonal anti-iVIIS conjugado a peroxidasa de r^bano picante (Amersham, Suecia). 
Adem^s de la caracterizacion individual de clones tornados al azar se procedio a la 

lo selecci6n de fagos con capacidad de union al N-glicolil GM3 a partir de la mezcia de fagos 
producida por el conjunto de bacterias que conformaban cada biblioteca. Para ello, se 
produjeron fagos utilizando el fago auxiliador Ml 3 K07, se purificaron por precipitacion con 
polietilenglicol segun el procedimiento citado y se pusieron en contacto con el N-glicolil GM3 
unido a una superficie plastica (Inmunotubos, Nunc, Dinamarca). Se lavaron extensivamente 

15 los tubes y se eluyeron los fagos en presencia de trietilamina 100 mmol/l. El eluato se 
neutraliz6 y se utilize para infectar bacterias de la cepa TGI de E.coli . A partir del conjunto 
las bacterias infectadas se produjeron y se purificaron nuevamente fagos portadores de 
fragmentos de anticuerpo, que se utilizaron como material de partida para una nueva ronda 
de seleccion en condiciones Identicas a las descritas. Despu6s de cuatro ciclos de seleccion 

20 se tomaron al azar 92 colonies de bacterias infectadas con los fagos resultantes de cada 
biblioteca y se analizo el reconocimiento del N-glicolil GM3 de forma similar a la descrita 
para la evaluaci6n de los clones tornados al azar de las bibliotecas. 

A partir del analisis directo de los clones de las bibliotecas se aislaron clones productores de 
fagos portadores de fragmentos de anticuerpo que reconocfan al N-glicolil GM3, que se 

25 encontraban en una frecuencia variable en las tres bibliotecas de intercambio de cadenas. 
No se encontro ningCin clon positive en la mini-biblioteca formada exclusivamente por las 
regiones variables provenlentes del hibridoma 14f7. Despu6s de los ciclos de seleccion se 
aislaron clones adicionales a partir de las bibliotecas de intercambio de cadenas, y no se 
encontr6 ninguno en la mini-biblioteca de secuencias originales. La siguiente tabla muestra 

30 las cantidades de clones productores de fragmentos de anticuerpo que reconocen al N- 
glicolil GM3 y la frecuencia que representan del total de clones analizados, a partir de cada 
biblioteca. Solo un clon produjo fagos que presentaban reactividad cruzada con el N-acetil 
GM3. 



35 
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DiDiioteca 


rrecuencia muiieo 
positives (tamizaje directo) 


Frscupnnia dp donss Dosltivos 

(cuatro ciclos de selecci6n) 


Mini-biblioteca hibridoma 


0/92 


0/92 


14r7 






intercambio de cadenas 


31/92 (33.70%) * 


52/92 (56.52%) 


ligeras kappa murinas 






Intercambio de cadenas 


2/92 (2.17%) 


8/92(17.39%) 


ligeras kappa humanas 






Intercambio de cadenas 


4/92 (4.35%) 


12/92(13.04%) 


ligeras lambda humanas 







1 clon con reactividad cruzada con el N-acetil GM3. 



EJempIo 7. Caracterizaci6n de Ids fragmentos de anticuerpo derivados del 14F7 que 
reconocen al N-glicolll GM3 

Se secuenciaron totalmente las regiones variables de 11 fragmentos de anticuerpo con un 
secuenciador automStico ALF Express II (Phamnada, Suecia), utilizando oligonucleotides 
que hibridan en las regiones del vector pHG-lm que flanquean los extremes 5' y 3' de las 
secuenclas que codifican para los fragmentos de anticuerpo insertados. Se confirm6 que la 
secuencia de la regl6n variable de cadena pesada de todos conresponde a la reportada para 
el 14F7, solo se presentan camblos en las regiones marco 1 y marco 4, presumiblemente 
introducidos por el uso de ollgonucleotidos degenerados en la RCP. El resto de las 
secuenclas, Incluidos los tres CDRs no tenlan variaciones. Por el contrario, las secuenclas 
de las regiones variables de cadena llgera de los 1 1 clones fueron todas diferentes a la del 
14F7 y se agruparon en 5 grupos de secuenclas diferentes entre sf, dos de origen murine, 
uno de origen humane (isotipo kappa) y etros dos de origen humane, pere de isotipo 
lambda. Se tom6 un den representative de cada grupe de secuenclas para su 
caracterizadon posterior. 

La table siguiente muestra las diferencias entre las regiones variables de cadena ligera de 
los clones seleccionados, en cuanto a su identidad con la original, su origen e isotipo y la 
clasificacion es subgrupos segOn la dasificacion de Kabat. 
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Las drferencias entre las regiones variables de cadena ligera de los clones y la reportada 
originalmente para el anticuerpo 14F7 se localizan a lo largo de toda la secuencia, 
Incluyendo las tres regiones determinantes de la complementareldad, y se muestran a 
5 continuac[6n (Figura 6). 
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lo La especificidad de la uni6n se confirm6 por ELISA, segOn el procedimiento descrito, pero 
utillzandocomorecubrimiento, adem^isdelN-glicolilGM3y el N-acetil GM3, un panel de 
ganglibsldos reiacionados que Inclufa varies gangllosidos N-acetllados y uno N-gl!colilado. 
La FIgura 7 muestra el reconocimiento de los distintos antfgenos por los cinco clones 
productores de fragmentos de anticuerpo caracterizados. Solo se detect6 la unl6n al 

15 antfgeno bianco N-glicolil GM3. El resto de los antfgenos no fueron reconocidos. 

La producci6n de fragmentos de anticuerpo solubles (fuera del context© de los fagos) por los 
clones se indujo en presencia de isopropil-tlogalactopiran6sido a 1 mmol/I. Se colectaron los 
sobrenadantes y se obtuvieron las fracclones periplasm^ticas segOn procedimlentos ya 
establecidos (de Haard, H. J.BIol. Chem. 274, 18218-18230, 1999.) Se detect6 actlvidad de 

20 reconocimiento del N-glicolil GM3 tanto en los sobrenadantes de cultivo como en las 
fracciones periplasmdticas, a trav6s de un ELISA sobre placas recubiertas con dicho 
antfgeno similar al descrito, pero con el siguiente cambio. Los fragmentos de anticuerpo 
unidos se detectaron utilizando el anticuerpo monoclonal 9E10 (dirigido contra el p6ptido c- 
myc que est^i fusionado en la construccion genetica a los fragmentos de anticuerpo), a 10 

25 pg/ml y un conjugado anti-inmunoglobulinas de rat6n (Sigma, EEUU). Se purificaron los 
fragmentos de anticuerpo a partir de las fracciones periplasm^ticas en un paso Onico de 
cromatograffa de afinidad a iones met^licos utilizando la matriz HIS-Select HC Nickel 
Affinity Gel (Sigma, EEUU) segun las instrucciones del fabricante. La figura 8 muestra la 
actividad determinada por ELISA de los fragmentos solubles purificados. 
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Breve Descripcion de las Figuras. 

Figura 1: En la figura se muestra la secuencia aminoaddica de las regiones variables VH 
(a) y VK (b) del AcM 14F7, y la secuencia humana respectiva mas homologa. Los CDRs se 
5 encuentran subrayados, y las regiones anfip^iticas, potenciales epitopes T, aparecen 
sombreados. Se muestra ademas la secuencia resultante de la humanlzaci6n de las 
regiones variables con las mutaciones realizadas. 

Figura 2: Reconocimiento del anticuerpo 14F7Q medidO por un ELISA competitive. 
Eje X: Expresa la concentracion de los anticuerpos. 
lO Eje Y: Absorbancia medida a 492 nm 

El anticuerpo monoclonal ior C5 se use como control negativo. 

Figura 3: Efecto del anticuerpo monoclonal 14F7 sobre el crecimiento de tumores murines 
(Ifnea tumoral melanoma B16). 

Figura 4: A) Estudio Inmunohistoqufmico de del efecto del Anticuerpo Monoclonal 14F7 
15 sobre la formacion de vasos sanguineos. Las flechas indican los vasos inmunomarcados. 
B) Inhibicion de la Angiog6nesis inducida por el Anticuerpo Monoclonal 14F7. 
Figura 5: Diagrama del vector pHG-1m. 

Figura 6: Secuencia de proteinas de las regiones VL del anticuerpo monoclonal 14F7 y de 
los fragmentos Fv de cadena sendlla seleccionados. Los puntos significan homologfa con la 

20 secuenda de las VL del 14F7. 

Figura 7: Especifiddad del reconocimiento por los fagos portadores de fragmentos del 
anticuerpo. Se observe la inhibicion de la uni6n del Ac 14F7 al gangl6sido por los 
fragmentos expuestos en los fagos. Las places se recubrieron con N-glicolil GM3 y los 
fagos fueron incubados con partfculas virales y varies concentraciones de 14F7. 

25 Eje X: Concentracidn del Ac 14F7 

Eje Y: Absorbancia medida a 240 nm. 

Figura 8. Reconocimiento del N-glicolil Gm3 por los fragmentos solubles purificados. 
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REMNDICACIONES 



1. - Un anticuerpo recombinante derivado del anticuerpo monoclonal murine 14F7 producido 
5 por el hibridoma con numero de deposito ECACC 98101901, caracterizado porque las 

secuendas de las regiones hipervariables (CDRs) de las cadenas pesada y ligera son las 

que se muestran a contlnuacidn: 

CADENA PESADA 

CDR1: SYWIH 
10 CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD 

CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY 

CADENA LIGERA 

CDR1: RASQSISNNLH 

CDR2: YASQSIS 
15 CDR3: QQSNRWPLT 

2. - El anticuerpo segOn la reivlndicacldn 1 , caracterizado porque es una variante quimerica 
del anticuerpo 14F7 el cual contiene los CDRs y las regiones de los marcos (FRs) de las 
cadenas pesada y ligera de dicho anticuerpo 14F7 y la regi6n constante de cadena pesada 
lgG1 humana y la regl6n constante de cadena ligera Ck humana, siendo las secuencias de 

20 las regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera las siguientes: 
CADENA PESADA 

FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT 
FR2: WLKQRPDQGLEWIG 

FRS: KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR 
25 FR4: WGQGTTVTVSS 
CADENA LIGERA 

FR1: DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC 
FR2: WYQQRTHESPRLLIK 

FRS: GIPSRFSGSGSGTDFTLSIISVETEDFGMYFC 
30 FR4: FGAGTKLELKRA 

3. - Un anticuerpo segOn las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque es una variante 
humanizada del anticuerpo monoclonal 14F7 el cual contiene mutaciones puntuales las 
regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera para reducir su 
inmunogenicidad. 

35 4.- Un anticuerpo segOn la reivindicacion 3 caracterizado porque es una variante 
humanizada del anticuerpo monoclonal 14F7 cuyas regiones de los marcos de las cadenas 
pesada y ligera contienen cualesquiera de las siguientes mutaciones: 
CADENA PESADA: 
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Posicion 5: Q por V 
Posicion 9: N por A 
Posicion 11: L por V 
Posicion 12: AporR 
5 Posicion 18: M por V 
Posicion 19: KporR 
Posicion 20: M por V 
Posicion 40: R por A 
Posicion 42: D por G 
10 CADENA LIGERA: 

Posicion 39: R por K 
Posicion 40: T por P 
Posicion 41 : H por G 
Posicion 42: E por Q 

15 5. Fragmento Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo monoclonal murine 14F7 
producido por el hibridoma con numero de deposito ECAGC 98101901, caracterizado 
porque contiene la secuencia de la region variable de cadena pesada del anticuerpo 
monoclonal murino 14F7 y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo murine. 

6. Fragmento Fv de cadena sencilla segCin la reivindicacion 6, caracterizado porque la region 
20 variable de la cadena ligera es del propio anticuerpo 14F7. 

7. Fragmento Fv de cadena sencilla segiin las relvindicaciones 6 y 7 caracterizado porque 
las secuencias de las regiones hipervariables (CDRs) de las cadenas pesada y ligera son 
las que se muestran a continuaci6n: 

CADENA PESADA 
25 CDR1:SYWIH 

CDR2: YIDPATAYTESNQKFKD 

CDR3: ESPRLRRGIYYYAMDY 

CADENA LIGERA 

CDR1: RASQSISNNLH 
30 CDR2: YASQSIS 

CDRS: QQSNRWPLT 

8. - Fragmento Fv de cadena sencilla segCin la reivindicacion 8 caracterizado porque contiene 
los CDRs y las regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera de diclio 
anticuerpo 14F7, siendo las secuencias de las regiones de los marcos (FRs) de las cadenas 

35 pesada y ligera las siguientes: 
CADENA PESADA 

FR1: QVQLQQSGNELAKPGASMKMSCRASGYSFT 
FR2: WLKQRPDQGLEWIG 
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FR3: 

KAILTADRSSNTAFMYLNSLTSEDSAVYYCAR 
FR4: WGQGTTVTVSS 
CADENA LIGERA 
5 FR1 : DLVLTQSPATLSVTPGDSVSFSC 
FR2: WYQQRTHESPRLLIK 

FR3: GIPSRFSGSGSGTDFTLSIISVETEDFGMYFC 
FR4: FGAGTKLELKRA 

9. - Fragmento Fv de cadena sencilla de acuerdo con la reivindicacion 9 el cual contiene 
10 mutaciones puntuales las regiones de los marcos (FRs) de las cadenas pesada y ligera para 

reducir su inmunogenicidad. 

10. - Fragmento Fv de cadena sencilla de acuerdo con la reivindicaci6n 10 cuyas regiones de 
los marcos de las cadenas pesada y ligera contienen cualesquiera de las sigulentes 
mutaciones: 

15 CADENA PESADA: 

Posicidn 5: Q por V 

Posici6n 9: N por A 

Posici6n 11: L por V 

Posicl6n 12: AporR 
20 Posici6n 18: M por V 

Posicion 19: K por R 

Posicidn 20: M por V 

Posici6n 40: R por A 

Posici6n 42: D por G 
25 CADENA LIGERA: 

Posici6n 39: R por K 

Posicion 40: T por P 

Posicion 41: HporG 

Posicion 42: E por Q 

30 11.- Fragmento Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo monoclonal murine 14F7 
producldo por el hibridoma con numero de dep6sito ECACC 98101901 segun la 
reivindicacion 6, caracterizado porque contiene la secuencia de la region variable de cadena 
pesada del anticuerpo monoclonal murine 14F7 y una region variable de cadena ligera cuya 
secuencia es la siguiente: 

35 Fr1 

Dl VMFQSPASLAVSLGQRATI SC 
CDR1 

RASQSVSSSSYSYMH 
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Fr2 

WYQQKPGQPPKLLI K 
CDR2 

Y A S N L E S 
Fr3 

GVPARFSGSGSGTDFTLNI HPVEEEDAATYYC 
CDR3 

QHSRDVPLTF 
Fr4 

GAGTKLEIK 

12. - Fragmento Fv de cadena sencilia derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7 
producldo por el hibridoma con nOmero de dep6sito ECACC 98101901 segOn la 
relvindlcaddn 6, caracterizado porque contiene la secuencia de la regldn variable de cadena 
pesada del anticuerpo monoclonal murino 14F7 y una regi6n variable de cadena ligera cuya 
secuencia es la siguiente: 
Fri 

Dl QMTQTPSSLSASLGDRVTI SC 
CDR1 

RASQDI SNYLN 
Fr2 

WYQQKPDGTVKLLI V 
CDR2 

Y T S R L H S 
25 Fr3 

GVPSRFSGSGSGTDYSLTI SNLEQEDI ATYFC 
CDR3 

QQ6NTLPPTF 
Fr4 

30 

GAGTKLELK 

13. - Fragmento Fv de cadena sencilia derivado del anticuerpo monoclonal murino 14F7 
producido por el liibridoma con nCimero de deposito ECACC 98101901, caracterizado 
porque contiene la secuencia de la regi6n variable de cadena pesada del anticuerpo 
monoclonal murino 14F7 y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo humane. 



10 



15 
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14. - Fragmento Fv de cadena sencilla segOn la reivindicacidn 14, caracterizado porque 
contiene la secuencia de la region variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal 
murino 14F7 y una regi6n variable de cadena ligera cuya secuencia es la siguiente: 

Fri 

Dl QMTQTPSSLSASVGDRVTI TC 

5 

C DR1 

RASQSI SSFLN 
Ft 2 

WYQQKPGKAPKLLI Y 

lO CDR2 

A A S N L Q S 

Fr3 

GVPSRFSGRGSGTDFTLTI SSLQPEDFAAYYC 
CDR3 

QQGYTTPLTF 
Fr4 

GQGTKLELK 

15. - Fragmento Fv de cadena sencilla segOn la relvindicaddn 14, caracterizado porque 
contiene la secuencia de la regl6n variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal 
murino 14F7 y una regi6n variable de cadena ligera cuya secuencia es la siguiente: 
Fri 

QSVVTQPPSASGGPGQSLTl SC 



CDR1 

TGTSSDVGGYNHVS 

25 

Fr2 

WYQQHPGKAPKLMI Y 
CDR2 

O V S K R P S 

30 Fr3 

GVPHRFSGSKSGNTASLTVSGLQAEDEAVYYC 



CDR3 

SSYAGSNNLVF 
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Fr4 

GGGT KVTVL 

16.- Fragmento Fv de cadena sencilla segOn la reivindlcad6n 14, caracterizado ponque 
contiene la secuenda de la regi6n variable de cadena pesada del anticuerpo monoclonal 
murino 14F7 y una regi6n variable de cadena llgera cuya secuenda es la siguiente: 
Fi-l 

SSELTQDPAVSVALGQTVRI TC 
CDR1 

QGDSLRSYYAS 
Fr2 

WYQQKPGQAPVLVI Y 
CDR2 

G K N N R P S 
Fr3 

Gl PDRFSGSSSGNTASLTI TGAQAEDEADYYC 
CDR3 

NSRDSSGNHVVF 
Fr4 

GGGTKLTVL 

17. - Una llnea celular caracterizada porque expresa el anticuerpo recombinante o el 
fragmento Fv de cadena sencilla de cualquiera de las reivlndicaciones de la 1 a la 17. 

18. - Composici6n famnaceutica para el tratamiento de tumores malignos caracterizada 
porque comprende el anticuerpo recombinante o el fragmento Fv de cadena sencilla de 
cualquiera de las reivlndicaciones de la 1 a la 17, y un excipiente apropiado. 

19. - Composicion farmaceutica segOn la reivindicacion 19 caracterizada porque es util para 
el tratamiento de tumores malignos de mama, melanomas, sus metastasis y recidivas. 

20. - Reactive para la localizaci6n e identificaci6n "in vivo" de tumores malignos caracterizada 
porque comprende el anticuerpo recombinante o el fragmento Fv de cadena sencilla de 
cualquiera de las reivlndicaciones de la 1 a la 17 y un marcador apropiado. 

21. - Un reactive segOn la reivindicaci6n 21 caraterizado porque es utilizado para la 
localizaci6n e identificacion "in vivo" de tumores malignos de mama, melanomas, sus 
metastasis y recidivas. 
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FIGURA1: 



A) 

10 20 30 _ 49._ .-5^ > 
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VH humana .T. .V.V.A.VrV. . . .VRV. .K. . .".T.IDSY. . .IR.A.GH V.W.N.NSGG.NYAPR. 

VH 14f7hT Q.,.A.W VRV R.A.G V 

70 80 90 100 119 

VH 14 f 7 roKAILTADRSSNTAFMYLMfSLTSEDSAVYYCA RBSP" - -RLRRGIYYYAMPYW GQd^PrVT^VSS 

VH humana QGRVTM.R.A.FS. .Y.D.R. .R.D P. . .KSD.FWSDYYNFD.S.TL.V 

VH 14f7hT 



B) 
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VK 14f7hT RTHE V 



70 80 90 100 
VK 14f7 g^GjPFTLSIISVETEDFGMYF CQQSNRWPIiTF GAGTKLSLKRA 
VK humana . . . . .B. .FT. S.IiZPZB.AT. Y. ZZ.Y.S .T. . -Z. .R.ZI. . . 
VK 14f7hT 
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RGURA2: 




2.5 5 7,5 

C(mAb) ug/mL 



- GM3(NeuGc)-1417 murine 

• GM3(NeuGc)-14f7 chimeric 

- GM3(NeuGcHorC5 murine 

- GM3-14f7 murine 
-GM3-14f7 chimeric 

- GIVB-iorCS murine 
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FIGURA3: 




B16F B16F1 + B16F1+14 
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HGURA4: 
A) 



Control 



AcM 14F7 



... ^^/rj^ <S^.ir y:^"' .. . r 





B) 




p<0.05 



AcM 14F7 
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FIGURA5: 
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FI6URA7: 
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sequence Tisting.txt 

SEQUENCE LISTING 



<110> CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR 
CENTRO OE INMUNOLOGIA MOLECULAR 



<120> Recombinant antibodies and fragments which recognize N glycolil GM3 
ganglioside and its use in diagnosis and treatment of tumors. 



<130> CU 92/2003 

<140> CU 92/2003 

<141> 2003-04-23 

<160> 58 

<170> patentin version 3.2 

<210> 1 

<211> 5 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1) . . C5) 

<400> 1 

ser Tyr Trp lie His 
15 



<210> 2 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 



<220> 

<221> DOMAIN 
<222> a)..C17> 

<400> 2 

Tyr lie Asp Pro Ala Thr Ala Tyr Hir Glu Ser Asn Gin Lys Phe Lys 
15 10 ^15 

Asp 



<210> 3 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> MUS musculus 



<220> 

<221> DOMAIN 
<222> CD . . C16> 

page 1 
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sequence listing.txt 

<400> 3 

Glu Ser Pro Arg Leu Arg Arg Gly lie Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr 
15 10 15 

<210> 4 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> DOMAIN 
<222> (1) . . (11) 

<400> 4 

Arg Ala Ser Gin Ser lie Ser Asn Asn Leu His 
1.5 10 

<210> 5 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> MUS musculus 

<220> 

<221> DOMAIN 
<222> (1) . . (7) 

<400> 5 

Tyr Ala ser Gin ser lie ser 



<210> 6 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> MUS musculus 



<220> 

<221> DOMAIN 
<222> (1) . . (9) 

<400> 6 

Gin Gin ser Asn Arg Trp pro Leu Thr 
1 5 



<210> 7 

<211> 30 

<212> PRT 

<213> MUS musculus 



<220> 

<221> DOMAIN 
<222> (1) . . (30) 

Page 2 
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sequence I1st1ng.txt 

<400> 7 

Gin val Gin Leu Gin Gin ser Gly Asn Glu Leu Ala Lys Pro 6ly Ala 
2 5 10 15 

ser Met Lys Met Ser cys Arg Ala ser Gly Tyr ser Phe Thr 
20 25 30 

<210> 8 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Mus inusculus 

<220> 

<221> DOMAIN 
<222> CD . . C14) 

<400> 8 

Trp Leu Lys Gin Arg Pro Asp Gin Gly Leu Glu Trp lie Gly 
15 10 

<210> 9 

<211> 32 

<212> PRT 

<213> Mus mus cuius 

<220> 

<221> DOMAIN 
<222> (1) . . (32) 

<400> 9 

Lys Ala lie Leu Thr Ala Asp Arg ser ser Asn Thr Ala Phe Met Tyr 
1 5 10 15 

Leu Asn ser Leu Thr Ser Glu Asp ser Ala val Tyr jyr Cys Ala Arg 
20 25 30 

<210> 10 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> DOMAIN 
<222> CD . . (ID 

<400> 10 

Trp Gly Gin Gly Thr Thr val Thr val ser Ser 
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sequence 11sting.txt 

<210> 11 

<211> 23 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> DOMAIN 
<222> (1) . . (23) 

<400> 11 

ASP Leu val Leu Thr Gin ser Pro Ala Thr Leu ser val Thr Pro Gly 
15 10 15 

Asp Ser Val ser Phe Ser cys 
20 

<210> 12 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> MUS musculus 

<220> 

<221> DOMAIN 
<222> CD . . (15) 

<400> 12 

Trp Tyr Gin Gin Arg Thr His Glu Ser Pro Arg Leu Leu He Lys 
1 5 10 15 

<210> 13 

<211> 32 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> DOMAIN 
<222> (1) . . (32) 

<400> 13 

Gly lie Pro Ser Arg Phe Ser Gly ser Gly ser Gly Thr Asp Phe Thr 
1 5 10 15 

Leu ser lie lie ser Val Glu Thr Glu Asp Phe Gly Met Tyr Phe cys 
20 25 30 

<210> 14 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 



<220> 
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<221> DOMAIN 
<222> CD . . (12) 

<400> 14 

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Ala 
1 5 10 



<210> 15 

<211> 43 

<212> DMA 

<213> Mus musculus 



<220> 

<221> prinutranscnpt 
<222> (1) . . (43) 

<400> 15 

ggggatatcc accatggaaa ggcactggat ctttctcttc ctg 



<210> 16 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 



<220> 

<221> prinutranscript 
<222> (1) . . (30) 

<400> 16 

ggggctagct gaggagacgg tgaccgtggt 



<210> 17 

<211> 48 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 



<220> 

<221> prim_transcript 

<222> (1) . . (48) 

<220> 

<221> prim-transcript 

<222> (1) . . (43) 

<400> 17 

ggggatatcc accatggtat ttcctacacc tcagattacc ttggactt 

<210> 18 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 



<220> 

<221> pnm_transcnpt 
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<222> (1).;(35) 
<400> 18 

agcgtcgact tacgtttcag ctccagcttg gtccc , 35 

<210> 19 

<211> 42 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 
<222> CD . • C42) 

<400> 19 

gtccagcttg tgcagtctgg ggctgaagtg gtaaaacctg gg 42 

<210> 20 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Mus muSculus 

<220> 

<221> pn"m_t ran script 
<222> (1) . . C30) 

<400> 20 

ggggctagct gaggagacgg tgaccgtggt 30 

<210> 21 

<211> 42 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prinutranscript 
<222> CD - . C42) 

<400> 21 

cccaggtttt accacttcag ccccagactg cacaagctgg ac 42 

<210> 22 

<211> 43 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prim-transcript 
<222> CD . . C43) 

<400> 22 

ggggatatcc accatggaaa ggcactggat ctttctcttc ctg 43 



<210> 23 
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<211> 27 

<212> DMA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prinutranscript 
<222> (1) . . (27) 

<400> 23 ,7 
ggggcctcag tgagggtgtc ctgcagg 

<210> 24 

<211> 30 

<212> DMA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prinutranscript 
<222> (1) . . C30) 

<400> 24 ,n 
ggggctagct gaggagacgg tgaccgtggt 

<210> 25 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 
<222> (1) . . C27) 

<400> 25 

cctgcaggac accctcactg aggcccc ^' 

<210> 26 

<211> 43 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prim_t ran script 
<222> CI) . . C43) 

<400> 26 

ggggatatcc accatggaaa ggcactggat ctttctcttc ctg 

<210> 27 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 
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<222> (1) . . (33) 
<400> 27 

cactggttaa gacaggcacc tggccagggt ctg 33 

<210> 28 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 
<222> CD . . C30) 

<400> 28 

ggggctagct gaggagacgg tgaccgtggt 30 

<210> 29 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> MUS musculus 

<220> 

<221> prinutranscript 
<222> CD . . C33) 

<400> 29 

cagaccctgg ccaggtgcct gtcttaacca gtg 33 

<210> 30 

<211> 43 

<212> DNA 

<213> MUS musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 
<222> CD . . C43) 

<400> 30 

ggggatatcc accatggaaa ggcactggat ctttctcttc ctg 43 

<210> 31 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 
<222> (D . . (21) 

<400> 31 

ctggaatggg ttggatacat t 21 



<210> 32 
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sequence listing.txt 

<2ll> 30 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prim_t ran script 

<222> (1) . . C30) 

<400> 32 

ggggctagct gaggagacgg tgaccgtggt 30 

<210> 33 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> pritn_transcript 

<222> (1) . . C21) 

<400> 33 

aatgtatcca acccattcca g 21 

<210> 34 

<211> 43 

<212> DNA 

<213> MUS musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 

<222> (1) . . (43) 

<400> 34 

ggggatatcc accatggaaa ggcactggat ctttctcttc ctg 43 

<210> 35 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> MUS musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 

<222> CD . . C30) 

<400> 35 

tatcaacaaa aaccaggtca gtctccaagg 30 

<210> 36 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> MUS musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 

page 9 



wo 2004/094477 PCT/CU2004/000006 

sequence listing.txt 

<222> (1) . . C35) 
<400> 36 

agcgtcgact tacgtttcag ctccagcttg gtccc 35 

<210> 37 

<211> 30 

<212> ONA 

<213> ^4us musculus 

<220> 

<221> pritn_transcript 
<222> CD . . C30) 

<400> 37 

ccttggagac tgacctggtt tttgttgata 30 

<210> 38 

<211> 48 

<212> DNA 

<213> Mus mu£culus 

<220> 

<221> Iprinutranscript 
<222> (1) . . C48) 

<400> 38 

ggggatatcc accatggtat ttcctacacc tcagattacc ttggactt 48 

<210> 39 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> MUS musculus 

<220> 

<221> prim_t ran script 
<222> CD . . C2D 

<400> 39 

atttctgggg tcccctccag g 21 

<210> 40 

<2H> 35 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<220> 

<221> prim_transcript 
<222> CD . . C35) 

<400> 40 

agcgtcgact tacgtttcag ctccagcttg gtccc 35 
<210> 41 
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